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(57) Abstract 



The herpes viruses which present a natural deficiency in 
gD, that is to say which do not express their gene gD in vitro 
or which do not have said gene, are transformed to express 
gD in vitro. This transformation by genetic recombination may 
comprise the replacement of the natural promoter by another 
one or the insertion of an expression cassette containing gD 
and a promoter. The invention also relates to these viruses 
mcorporating a gene coding for an antigen of interest, the 
vaccines obtained and the culture methods thus improved. 
The invention relates particularly to the fowl herpes viruses, 
particularly MDV, and the virus VZV. 

(57) Abr^ 

Les herpesvirus naturellement deficients en gD, c'est-a- 
dire n'exprimant pas lew gfcne gD in vitro ou ne poss6dant pas 
ce gfene, sont transform^ pour exprimer gD in vitro. Cette 
transformation par recombinaison g6n6tique peut consister dans 
le remplacement du promoteur naturel par un autre ou rinsertion 
d'une cassette d'expression contenant gD et un promoteur. 
L'invention concerne aussi ces virus mcorporant un gbne codant 
pour un antigfcne d'intdrfit, les vaccins obtenus et les procdd6s 
de culture ainsi am€lior&. L'invention concerne notamment les 
herpesvirus aviaires, en particulier MDV, et le virus VZV. 
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Herpesvirus transformed pour exprimer gD in vitro 

La presente invention a trait a de nouveaux 
herpesvirus recombines obtenus a partir d' herpesvirus 
naturellement deficients en gD, notamment herpesvirus 
aviaires et alphaherpesvirus, en particulier 
alphaherpesvirus aviaires et plus particulierement MDV 
serotypes 1, 2 et 3, ainsi que notamment VZV. Elle a 
egalement trait entre autres a leur utilisation comm 
vaccins et a leur proc<§d<§ de preparation. 
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Le virus responsable de la maladie de Marek 
(Marek's disease virus ou MDV) chez le poulet est un 
alphaherp&svirus. Trois serotypes du virus MDV sont decrits 
(Bulow V.V. et Biggs P.M., Avian Pathology, 1975, 4, 133- 
146). Seuls les virus du serotype 1 oncogenes sont 
pathogdnes chez le poulet. Leur replication chez l'h6te 
provoque la formation de lymphomes des cellules T et une 
demyeiination des nerfs p<§riph£riques moteurs se traduisant 
en general par des signes de paresie ou de paralysie chez 
les animaux atteints (Calnek et Witter, Marek's Disease in 
Diseases of Poultry 9th edition, pp 342-390, Calnek B.W. et 
al. Ed. 1991, Iowa State Univ. Press). Cette maladie, aux 
consequences economiques tr£s importantes pour 1'eievage 
aviaire, est pre venue par une vaccination des poussins d'un 
jour avec soit 1 'herpesvirus du dindon (Herpesvirus of 
turkey ou HVT ou encore MDV de serotype 3 ) , virus 
antigeniquement proche du virus MDV mais non pathogene chez 
le poulet, soit des souches vivantes MDV non oncogenes et 
non pathogenes chez le poulet, appartenant aux serotypes 1 
ou 2. 

Pour les besoins de la production de vaccins, ces 
trois serotypes sont principalement cultives sur cellules 
primaires d'embryons de poulets (CEPs). Les cellules 
primaires d'embryons de canards peuvent egalement etre 
utilisees pour multiplier les virus MDV de serotype 2- Lors 
de la culture in vitro, ces virus sont fortement associes 
aux cellules. Ce phenomene est connu depuis longtemps 
(Churchill A.E. et Biggs P.M. Nature, 1967, 215, 528-530), 
et il a ete egalement constate que les virions produits 
apres culture sur CEPs etaient non infectieux par voie 
orale ou nasale pour les poulets. La vaccination avec ces 
virus necessite done leur administration par voie 
parenterale, en general par transfixion de la membrane 
alaire ou par injection intramusculaire, ce qui augmente de 
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f agon non negligeable le cofit de la vaccination contre la 
maladie de Marek. 

II existe par contre chez le poulet une production 
de virus MDV infectieux, c'est-&-dire transmissible par 
voie aerienne ou par simple contact, au cours de 
1' infection par les souches pathogSnes du virus MDV, Cette 
production de virus infectieux se fait au niveau des 
follicules plumeux, et le virus est diss6mine dans 
1'environnement par l'interm6diaire des plumes de mue, des 
sguames et des poussieres (Calnek B.W. et al., Avian 
Diseases, 1970, 14, 219-233). C'est par ce mScanisme gue 
s'effectue la diffusion naturelle de la maladie dans les 
eievages. Les differences observees entre la culture in 
vitro et la replication in vivo du virus MDV n'ont jamais 
ete expliguees jusgu'& ce jour. 

L 9 etude de la culture in vitro des virus HVT ou 
MDV sur CEPs a montre gue ces virus etaient etroitement 
associes aux membranes cellulaires. Cela a pour consequence 
la guasi absence de virions libres et infectieux dans les 
surnageants de cultures. 

II vient d'etre montre recemment gu'un gene 
codant pour une glycoproteine homologue de HSV-1 gD est 
present sur les genomes respectifs des virus HVT et MDV 
(Ross L.J.N, et al., J. Gen. Virol. 1991, 72, 949-954 ; 
Zelnik V. et al., J. Gen. Virol. 1993, 74, 2151-2162). Les 
produits d' expression de ces genes chez HVT et MDV ont 6te 
etudies et recherches dans les lysats de CEPs infectees par 
ces virus. Ces experiences n'ont toutefois pas permis de 
demontrer 1 # expression de la glycoproteine gD chez ces deux 
virus. 

En effet, des antigenes MDV gD exprimes sous 
forme de proteines de fusion avec la proteine TrpE chez E. 
coli ont 6t' utilises pour induire la production 
d'anticorps chez des lapins et, curieusement, les serums 
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ainsi prepares n'ont pas reconnu de proteine specif ique 
dans les lysats de CEPs infectees avec HVT ou MDV, alors 
que les anticorps prepares h partir de proteines de fusion 
exprimant des antig&nes MDV gl ou MDV gE reconnaissent les 
glycoproteines correspondantes exprimees par les virus MDV 
ou HVT au cours de la culture in vitro (Brunovskis P. et 
al, Proceedings 19th World's Poultry Congress, ppl 18-122. 
Amsterdam, 19-24 Septembre 1992). Cela indique soit une 
absence d 'expression, soit un trds faible niveau 
d' expression de gD au cours de la culture in vitro de HVT 
et MDV. 

A 1' inverse, des serums de poulets infectes par 
les souches pathogenes de MDV reconnaissent les antigenes 
HVT gD ou MDV gD exprimes sous forme de prolines de fusion 
avec la glutathion-transf erase (Zelnik V. et al., 
Proceedings 19th World's Poultry Congress, pp 114-117. 
Amsterdam, 19-24 Septembre 1992). Ces resultats montrent 
que les genes HVT gD et MDV gD sont bien exprimes au cours 
de la replication in vivo chez le poulet et que les 
glycoproteines respectives sont non seulement immunog&nes, 
mais partagent aussi certains determinants antig€niques . II 
est a noter que chez la plupart des alphaherp&svirus 
Studies ek ce jour, la glycoproteine gD est un immunogene 
majeur qui contribue de fagon significative & 1' induction 
de 1 'immunity protectrice antivirale chez 1' animal infecte 
ou immunise. 

X. Tan et L.F. Velicer (Abstracts of the XVIII 
International Herpesvirus Workshop, University of 
Pittsburgh Medical Center, Pittsburgh, PA, 1993, p.A145) 
ont aussi declare que gD n'6tait pas exprime en culture 
cellulaire, ou tout au moins pas h un niveau detectable par 
Northern blot, ce qui pourrait expliquer la nature cellule- 
associee du virus MDV. Ces auteurs proposent que MDV gD est 
exprime dans 1' epithelium des follicules plumeux de poulet 
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oil MDV est form€ sous forme de virions infectieux 
enveloppgs non associ€s aux cellules* 

La pr€sente invention est basee sur la decouverte 
que la mise en oeuvre d'une expression constitutive de la 
glycoprot6ine gD par le virus MDV, y compris HVT, permet de 
manifere surprenante d'obtenir, comme lors de 1' infection 
chez le poulet, des virions libres non associ€s aux 
cellules. Cette particularity off re la possibility trfcs 
avantageuse d'administrer ce virus par voie aSrienne Ads 
fins vaccinales et permet par ailleurs d'obtenir du virus 
libre dans le surnageant des cultures in vitro , ce qui 
facilite l'obtention et la fabrication du vaccin contre la 
maladie de Marek. 

De manidre surprenante, la pr§sente invention 
15 permet, par remplacement du promoteur naturel du gene gD 
chez les virus HVT et MDV par un autre promoteur, 
1' expression in vitro des glycoproteines HVT gD et MDV gD. 
L' expression de gD, obtenue notamment en plagant ce g&ne 
sous le contrdle d'un promoteur non r£gule par le virus, 
20 permet la maturation complete des virions qui peuvent alors 
"sortir" librement des cellules infectees. Cette expression 
de gD in vitro est r€alis€e en remplagant le promoteur 
naturel du gene gD par un autre promoteur qui peut §tre 
notamment choisi parmi les promoteurs eucaryotes forts 
25 classiquement connus (par exemple promoteurs HCMV IE, SV40, 
ou promoteurs pr^coces endog&nes des virus HVT ou MDV. . . ) 
ou promoteurs tardifs (par exemple promoteurs tardifs de 
MDV ou HVT, notamment de gB MDV ou HVT, . . . ) . Cette 
expression nouvelle peut §tre obtenue en utilisant les 
moyens offerts par les techniques de recombinaison 
g€n€tique, en remplagant par exemple la region situee en 
amont de l'ATG du g&ne gD par un promoteur exog&ne de type 
HCMV IE ou SV40, ou en transposant 1 gene gD dans la 
region unique longue du virus et en le plagant sous le 
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contrdle d'un promoteur endogene ou exogene. De nombreuses 
possibility sont ainsi realisables pour 1' expression du 
gene gD en combinant differents promoteurs et differents 
sites d 'insertion potentiels (tels que les sites RR2, tk, 
5 gD/ gl, US3, US2, US10...). 

Cette expression a des consequences nouvelles et 
inattendues sur les proprietes biologiques du virus 
recombinant. L' expression de la glycoproteine gD au cours 
de la replication in vitro des virus recombinants HVT et 
1Q MDV ainsi construits se traduit en effet par 
1 'incorporation de la glycoproteine gD dans l'enveloppe 
virale et par l'obtention de virions infectieux a un titr 
eieve dans les surnageants de culture. Par ailleurs, les 
virus recombinants ainsi obtenus, tout en gardant les 
15 caracteres d' attenuation des virus parentaux, sont plus 
infectieux pour les lymphocytes in vivo et se repliquent 
plus rapidement dans ces cellules. Cela a pour consequence 
directe une plus grande et une plus rapide diffusion de ces 
virus au sein de l'organisme du poulet. La protection 
2Q contre la maladie de Marek est done meilleure, quelle que 
soit la voie d' administration (oronasale ou parenterale) . 
Du fait de ces modifications biologiques dans la 
replication du virus, la protection contre la maladie de 
Marek peut §tre obtenue plus pr6coc6ment et avec des doses 
25 vaccinales beaucoup plus reduites qu'avec les vaccins 
classiquement utilises. 

On a en outre decouvert qu'il etait possible 
d'etendre cet enseignement aux autres herpesvirus dont la 
structure genomique et les proprietes biologiques in vitro 
30 6t in Viv ° 6 9 uival ent s a celles des herpesvirus 

aviaires mentionnes ci-dessus. Par exemple, la present 
invention permet l'obtention d'un virus VZV recombine 
exprimant le gfene gD d'un autre virus tel que HSV-l ou HSV- 
2, avec pour consequence trfcs avantageuse la production de 
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virus VZV libre par culture in vitro sur cellules. Ce virus 
recombine peut constituer un vaccin contre VZV et contre le 
virus dont est issu le gene gD, par exemple HSV-1 ou HSV-2. 

II existe en fait deux grands types de virus 
concern€s par 1 'invention, qui correspondent a la 
definition de virus deficient en gD, & savoir ceux qui 
n'expriment pas gD in vitro en cultures cellulaires, ce qui 
est le cas des virus MDV, y compris HVT, et ceux qui sont 
d€pourvus d'un gene homologue du gene gD, ce qui est le cas 
du virus VZV (varicella-zoster virus). 

L' invention concerne done tous les herpesvirus 
equivalents, dans le sens qui vient d'etre defini, aux 
virus-types MDV et VZV. 

La prgsente invention a done pour objet un 
herpesvirus naturellexnent deficient en gD (dans le sens de 
1' invention defini ci-dessus), transform^ pour exprimer une 
glycoprotein gD au cours de sa replication in vitro. De 
preference, il s'agit d'un herpesvirus aviaire, notamment 
virus MDV des serotypes 1, 2 et 3 ou bien du virus de la 
varicelle VZV. 

Selon un premier mode de realisation pr<§f<§re de 
1 'invention, qui concerne les herpesvirus ayant un gene gD 
hon exprime in vitro, 1 'herpesvirus a son gene gD place 
sous le contrdle d'un promoteur autre que le promoteur 
nature 1 de ce gene. Le promoteur naturel du gene gD est 
remplace par un promoteur endogene (e'est-a-dire un 
promoteur de ce virus ou des autres serotypes de ce virus, 
notamment un promoteur precoce) ou exogene, permettant 
1' expression du gene gD in vitro. 

Dans un deuxieme mode de realisation pr£f<§r6 de 
1 'invention, 1 'herpesvirus comprend une cassette 
d' expression comportant le gene gD place sous le contrdle 
d'un promoteur permettant son expression lors de la 
replication du virus in vitro. 
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Dans le cas d'un herpesvirus ne presentant pas 
naturellement de gene gD, la cassette comprend le gene gD 
d'un autre virus , par exemple de HSV ou m§me d'un virus tel 
que MDV, y compris HVT, et un promoteur approprie qui peut 
§tre le promoteur naturel du gene insure ou §tre un autre 
promoteur, ce qui sera le cas lorsque le gene gD proviendra 
d'un virus du type MDV, la condition etant d'obtenir une 
expression du gene gD in vitro. 

Dans le cas d'un herpesvirus seulement deficient 
dans 1 'expression de gD in vitro, la cassette peut aussi 
comprendre aussi bien le gene gD endogene qu'un autre gene 
gD, et un promoteur approprie comme d6fini ci-dessus. 

La cassette d' expression est ins€r€e dans un site 
non essentiel pour la replication du virus et pour 
l'efficacite du virus h titre de vaccin. Pour les virus MDV 
des serotypes 1, 2 et 3, un site d' insertion est 
avantageusement choisi parmi le groupe consistant en: US2, 
US3, US10, gl, gD, TK, RR2, UL13. On comprend bien entendu 
que cette enumeration n'est pas limitative et que tout site 
d' insertion potentiel peut fitre utilise* Pour le virus VZV, 
on peut choisir un site d' insertion parmi le group 
consistant en: TK, US3, gl, gE, gC, region interg6nique 
US3-gI . 

On comprend que le gene gD, au sein d'une 
cassette telle que definie ci-dessus et quelle que soit son 
origine, peut etre ins€r€ dans MDV, ou autre virus du m§rae 
type, a la place du gene gD lui-meme ou dans un autre site 
d' insertion. 

La present e invention a de preference pour objet 
un herpesvirus choisi parmi le groupe consistant en: MDV 
des serotypes 1, 2 et 3 et VZV, exprimant une glycoproteine 
gD au cours de sa replication in vitro. 

La presente invention a pour objet la production 
in vitro de virus, notamment HVT et MDV, infectieux, sous 
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forme de virions libres presents dans le surnageant de 
culture de cellules. Les techniques de culture sont 
notamment celles habituellement utilis6es dans la pratique 
pour un virus donne. Celles-ci sont bien connues de l'hbmme 
du metier et n'ont done pas St etre decrites plus en detail 
ici. L' utilisation des virus transforms conformement & 
1' invention dans la production de virus facilite la 
fabrication de vaccins, notamment ceux contre la maladie de 
Marek, et de virus recombinants, notamment HVT et MDV, en 
permettant d'obtenir un effet cytopathique generalise plus 
rapide (2 a 3 jours selon la richesse de 1 'inoculum) et une 
meilleure resistance du virus aux operations de 
conservation par congelation ou par lyophilisation. On 
obtient avantageusement des titres <§lev<§s en virus libres 
dans le surnageant de culture en comparaison de ce qui est 
obtenu en 1' absence d' expression de gD. II s'agit 1& d'un 
r€sultat remarquable. 

L' invention a done pour objet un proc€de de 
culture d' herpesvirus naturellement deficient en gD, dans 
lequel on cultive sur cellules le virus qui a 6te 
transforms par recombinaison genetique pour exprimer la 
glycoproteine gD, puis l'on recueille les virions produits 
dans le surnageant de culture. Les techniques de culture 
des virus sont notamment celles habituellement utilisees 
dans la pratique. L'homme du metier est parfaitement au 
fait des techniques appropriees a chaque virus et celles-ci 
n'ont done pas & etre decrites plus en detail ici. 

L' invention a egalement pour objet les cultures 
d' herpes virus susceptibles d'etre obtenues par ce proc6de. 
Ces cultures se caracterisent notamment par le fait 
qu'elles comprennent le virus, notamment MDV, HVT, VZV, a 
l'6tat de virion libre, e'est-a-dire non associe a des 
cellules, et presentent les proprietes et qualites deja 
indiquees. 
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La pr€sente invention a aussi pour objet la 
production in vitro de virus , notamment HVT ou MDV, 
infectieux qui peuvent etre utilises comme vecteurs 
d' expression pour des genes strangers, en particulier pour 
des gdnes ou des fractions de genes codant pour des 
antigdnes induisant une protection contre des maladies, en 
particulier une protection des oiseaux d'€levage contre des 
virus, bactdries ou parasites pathogenes responsables de 
maladies aviaires, et plus particulierement des poulets. 

L' invention a done ggalement pour objet 1 s 
herpesvirus tels que d€finis plus haut, qui comprennent en 
outre au moins un gene heterologue inser§ dans leur genome 
de maniere que ce gene puisse s'exprimer in vivo. Pour 
cela, le virus recombine peut comprendre soit une double 
cassette incluant le gene gD, le promoteur de celui-ci et 
le g&ne codant pour 1'antigene avec un promoteur approprie, 
la cassette pouvant etre inseree dans le site gD pour un 
virus tel que MDV, ou dans un autre site, soit une cassette 
pour chaque gene, celle comprenant le gfene gD pouvant etre 
ins€r6e par exemple dans un site autre que le site gD 
naturel dans le cas d # un virus tel que MDV et 1' autre 
cassette pouvant §tre ins€ree par exemple dans le site gD 
naturel, ou dans tout autre site appropri€, soit encore 
seul le promoteur naturel du g&ne gD est remplac€ et la 
cassette comprenant le g&ne h€t€rologue est inser€e dans un 
autre site appropri§. 

II est remarquable de noter que lorsque le virus 
tel que MDV a <§te transforme pour exprimer un g&ne gD 
endog&ne ou d'un autre serotype sous le contrdle d'un 
promoteur efficace s Ion 1' invention, ce g£n ins§r' est 
exprimS in vivo au cours de la vir€mie et pas seulement 
dans 1 s follicules plumeux (cas du gD naturel), ce qui se 
traduit notamment par une r6ponse immunitaire, en 
particulier c llulair , plus fort et plus pr€coce* 
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La prSsente invention a encore pour objet la 
production de vaccins avantageusexnent utilisables par les 
voies aerienne (n as ale, oculaire), orale ou parenterals, 
notamment pour immuniser les poulets contre la maladie de 
Marek et les autres maladies correspondant aux antigenes 
specif iques exprimes par les virus HVT ou MDV recombinants. 

Les vaccins selon 1' invention se caracterisent 
par le fait qu'ils comprennent un virus vivant tel que 
d6fini plus haut et qu'ils peuvent se presenter notamment 
sous la forme lyophilisee ou congelee. 

Le procecie de production d'un vaccin vivant selon 
1' invention se caracterise par le fait que i'on cultive sur 
cellules un herpesvirus naturellement deficient en gD, qui 
a 6t6 transform^ pour exprimer gD lors de sa replication in 
vitro et eventuellement transform^ pour exprimer in vivo au 
moins un gene h6terologue codant pour un antigene ou 
immunogene vaccinal. 

La presente invention a egalement pour objet la 
production de vaccins administrables in ovo pour vacciner 
les poulets contre la maladie de Marek et les vaccins 
obtenus . 

La presente invention a de maniere specifique pour 
objet 1 'utilisation du gene gD comme locus d' insertion pour 
construire des herpesvirus aviaires recombinants, notamment 
HVT ou MDV, exprimant en sus des genes Strangers d'int§rfit 
vaccinal . 

La pr6sente invention a aussi pour objet 
l'obtention de virus aviaires, notamment HVT ou MDV, 
infectieux pouvant servir de vecteurs pour 1 'expression 
d' antigenes Strangers et permettant la vaccination in ovo. 

La presente inv ntion a aussi pour objet une 
methode de vaccination notamment des oiseaux d'€levage, 
utilisant les virus trans formes conformement a 1' invention 
t pr6voyant notamment leur administration par voie 
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a€rienne, bien que les autres voies ne soieht pas exclues. 

Enfin, la revelation du principe h la base de 
1' invention pennet h l'homme du metier de rechercher aussi 
chez les virus du type MDV des mutants naturels exprimant 
gD in vitro. Ces mutants entrent alors dans le cadre de 
1 'invention. 

L' invention va §tre maintenant decrite plus en 
detail a d'aide d'exemples de realisation se r£f 6rant au 
dessin, dans leguel on voit: 

- a la figure 1: par digestion du plasmide pRDOOl 
comprenant un fragment de 29 kpb de 1'ADN de HVT, 
construction des plasmides pRD006 et pRD007 qui comprennent 
respectivement un fragment de 2,8 kb incluant la partie de 
gD en 5' de PstI et un fragment de 5,7 kb incluant la 
partie de gD en 3' de PstI; 

- h la figure 2: construction du plasmide pRD015 comprenant 
la partie flanquante en 5' de gD, a partir du plasmide 
pRDOOl; 

- h la figure 3: plasmide pRD022 obtenu a partir du vecteur 
pBS-SK+ et comprenant le gene gD d€pourvu de sa partie en 
5' du site SacI; 

- a la figure 4: plasmide pRD030 comprenant I'entiferete du 
g&ne gD et des sites de restriction 1'encadrant; 

- a la figure 5: h partir du pCMV/S, construction du 
plasmide pRD031 contenant le g&ne gD sous le contrdle du 
promoteur HCMV IE, par remplacement du gfcne LacZ par gD; 

- a la figure 6: plasmide pRD040 comprenant une cassette 
incluant le gene gD et le promoteur HCMV IE, dans le 
vecteur pBS-SK+; 

- a la figure 7: construction du plasmide pRD041 obtenu par 
addition, au plasmide pRD040, de la sequence 5' flanquante 
contenue dans le plasmide pRD015; 

- S la figure 8: construction du plasmide pRD043 comprenant 
le gene gD, le promoteur HCMV, et 1' ensemble promoteur SV40 
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et gene LacZ apporte par pSV0 dans pRD041 entre 1 
promo teur HCMV et la sequence 5' flanguante; 

- a la figure 9: construction du plasmide pRD046 a partir 
du plasmide pBamB contenant un fragment HVT BamHI B 
incluant le gene TK; 

- a la figure 10: construction du plasmide pRDOSl par 
introduction d'un site de restriction multiple dans le site 
unique Drain du plasmide pRD049; 

- a la figure 11: construction du plasmide pRD053 
comprenant la cassette promoteur HCMV et gene HVT— gD 
inseree dans le gene TK de HVT. 

EXEMPLES 

Toutes les techniques utilisees pour les 
constructions des plasmides donneurs sont les techniques 
standards de biologie moleculaire decrites par Sambrook et 
al. (Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, 
New York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989). Le contenu 
de cette publication est considere comme etant incorpore 
par reference dans cette description. 
Exemple 1 : 

Cet exemple avait pour double objectif de 
demontrer d'une part 1' expression de gD dans 1' epithelium 
des follicules plumeux du poulet et d' autre part que, 
conformement a 1' invention, la non expression de gD in 
vitro est bien liee au promoteur nature 1 et peut etre 
obtenue par le remplacement du promoteur naturel par un 
autre promoteur. 
- Plumes et tissus : 

Des poussins Rhode Island Red (HPRS RIR) d'un 
jour ont recu 1000 u.f.p. (unites formatrices de plaques) 
d'une souche de MDV RB1B ou HPRS 16 et les plumes, bourses, 
thymus et rates ont ete preleves 4 a 6 semaines apres 
1' inoculation. Les memes tissus provenant de poulets SPF 



WO 95/29248 



PCT/FR9S/00502 



14 

non infectes ont servi de temoiris. 

Les plumes obtenues a partir des regions dorsale 
et pectorale ont 6t& prises a 1' extremity proximale et les 
pointes de plume d' environ 0,5 cm de long ont 6t€ hachees 
avec des ciseaux et mises en suspension dans du PBS ou dans 
un tampon d'extraction (dithiothreitol 5mM, PMSF 50 /tig/ml, 
sarkosyl 1,5 %). En regie generale, on a utilise 20 pointes 
de plume par ml de tampon. Apres une incubation de 24 a 36 
heures a 4'C, les preparations ont €t€ traitees aux 
ultrasons (3 x 30 s) et centrifugees a 10 000 tr/min dans 
une microcentrifugeuse. Les surnageants, contenant 
habituellement 2 fig de proteine par fil, ont 6t6 utilises 
pour une analyse en Western blot. 

Les antigenes ont 6te" extraits des bourses, 
thymus et rates a l'aide des memes tampons que ceux 
utilises pour les plumes. 

- CEP infectes par un recombinant vaccine-gD : 

Des fibroblastes d'embryon de poulet (CEP) ont 
€te" infectes par un recombinant vaccine-gD (virus de la 
vaccine comportant le gene gD ins6r6 dans un site non 
essentiel a sa replication et sous le contrdle d'un 
promoteur endogene vaccine) a une multiplicity d' infection 
d' environ 1 u.f .p. /cellule et ont 6t6 recoltes 3 a 4 jours 
plus tard lorsque les e.c.p. (effets cytopathiques ) etaient 
tres prononces. Les cellules ont ete raclees, rapidement 
lavees en PBS, et traitees aux ultrasons en PBS a une 
concentration de 2.10 7 cellules/ml. 

- Western blot : 

Les echanti lions destines a 1' analyse en Western 
blot ont 6t6 portes a ebullition dans un tampon denaturant 
et 10 fig de plumes ou de tissus ont 6te appliques par puits 
(ou piste). Dans le cas d CEP infectes par la vaccine-gD, 
seulement 4 fig ont ete appliques par puits. Les 
polypeptides ont ete s6par6s par eiectrophorese sur gel 
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d'acrylamide 12 % en utilisant un appareil mini-gel Biorad 
et ont 6t6 transferes sur nitrocellulose (Hybond c, 
Araersham). Apres transfert, les polypeptides ont ete 
colores au rouge Ponceau et photographies pour s' assurer 
que les quantites de proteine deposees dans chaque puits 
etaient comparables. 

Les blots ont et<§ rinces avec du PBS, bloques 
avec 5% de lait ecreme en PBST (25 mM Tris pH 7,6, 0,14 M 
NaCl et 0,05 % Tween 20) et laves 4 fois dans du PBST, 
chaque fois pendant 5 min. lis ont ensuite €t£ traites avec 
un surnageant de l'hybridome DA7 ( specif ique de gD) dilug 
au 1/50 dans du PBS contenant 1 % de BSA, pendant 1 h a 
temperature ambiante. Apres 4 lavages dans du PBST, les 
blots ont €t6 incubes avec des IgG de chevre anti-souris 
conjuguees a la peroxydase (Sigma) diluees au 1/1000 en 
PBST et les anticorps lies ont 6te detectes par 
chimioluminescence (reactif chimioluminescent pour Western 
blotting Dupont, Dupont). Des pellicules sensibles aux 
rayons X ont 6t# exposees de 30 secondes a 1 minute selon 
la technique classique. 
- Test d' immunofluorescence : 

Des sections de peau effectives avec un microtome 
(Cryostat) ont ete fixees a l'ac6tone pendant 10 min a 
temperature ambiante. Elles ont 6te sechees a l'air, 
trait ees avec 5% de BSA en PBS pendant 30 min a temperature 
ambiante pour empecher les reactions non specif iques. 
L' anticorps monoclonal DA7 (dilution au 1/100 eh BSA 1% en 
PBS) ou d' anticorps monoclonal BD1 (liquide d'ascite de 
souris specifique de pp38/24 dilue au 1/1000 en BSA 1% en 
PBS) a ensuite 6te ajoute pendant 1 h a temperature 
ambiante. Les lames ont ete lavees 3 fois en PBS, chaque 
fois pendant 15 min. Des IgG de chevre anti-souris 
conjuguees a la FITC, diluees au 1/100 en BSA 1% en PBS, 
ont ensuite ete ajoutees pendant 1 h a temperature 
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ambiante. Les lames ont 6t£ lavees 4 fois en PBS, chaque 
fois pendant 15 min, plongees dans l'eau, months dans du 
glycerol/PBS et examinees sous lumiere DV a l'aide d'un 
microscope a fluorescence. 
- Resultats : 

L' analyse. Western blot a montr6 que les 
preparations de plumes provenant de 3 poulets dif f erents 
infectes par MDV reagissaient avec l'anticorps monoclonal 
DA7. L'anticorps a reconnu un polypeptide apparaissant sous 
forme d'une bande a 55 kDa, ce qui est conforme a la taille 
attendue pour gD et au produit de traduction in vitro du 
gene MDV gD (Zelnik et al., J. Gen. Virol. 75, 2747-2753). 
Des produits de plus faible poids moleculaire (35 kDa et 
inferieurs) ont 6t6 reviles et pourraient correspondre a 
des formes non glycosyl€es. 

Cela demontre 1' expression de gD dans les 
follicules plumeux chez les poulets infectes par MDV. 

Des extraits de poulets non infectes, de CEP non 
infectes et de CEP infectes par la vaccine seule n'ont pas 
reagi avec le monoclonal DA7, ce qui demontre la 
specificity du test. Les extraits de CEP infectes avec le 
recombinant vaccine-gD ont donn6 deux bandes, dont une 
bande correspondant a la bande 55 kDa de l'essai avec les 
extraits de plume. 

La specificity du test a encore 6te controlee en 
demontrant que le monoclonal dirigg contre pp38/24 ne 
reagissait ni avec les CEP infectes par le recombinant 
vaccine-gD, ni avec les CEP non infect 6s. Par contre, ce 
monoclonal r6agit bien comrae attendu avec les extraits de 
plumes de poulets infectes et avec des CEP infectes par 
MDV. 

On a done demontre qu'a la fois les pr'parations 
de plume infectees par MDV et les CEP infectes par le 
recombinant vaccine-gD r^agissaient avec le monoclonal 
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anti-gD et done que 1' expression de ce gene 6tait obtenue 
in vitro. 

Le remplacement du promoteur naturel du gene gD 
par un autre promoteur permet done d'expriraer gD in vitro. 

Exemple 2: Construction du plasmide pRD043 
La souche FC126 du virus HVT a 6t6 isolee en 1968 
par le Dr Witter du Regional Poultry Research Laboratory 
(U.S.D.A., East Lansing, Michigan, U.S.A.)/ dans un 
troupeau de dindes de 23 semaines (R.L. Witter et al., Am. 
J. Vet. Res. 31, 525-538, 1970). Elle a 6t€ ensuite passee 
10 fois sur des fibroblastes de canard, puis a subi 9 
passages supplementaires sur des fibroblastes d'embryons de 
poulets EOPS. L'ADN utilise provient de virus ayant fait 
l'objet au total de 23 a 24 passages a partir de l'isolat 
d'origine. 

On pourrait aussi utiliser par exemple la souche 
HVT enregistree a l'ATCC sous la reference VR584C. 

L'ADN genomique du virus HVT a ete extrait selon 
la technique decrite par N. Ross (Ross L.J.N, et al., J. 
Gen. Virol. 1989, 70, 1789-1804 incorpore ici par 
reference). Cet ADN a 6t§ digerS par BamHI, puis le 
fragment A de 29 kpb (Igarashi T. et al., Virology 1987, 
157, 351-358), comprenant la region Us de HVT, a 6t6 clone 
dans le vecteur pBR322 prealablement diger6 par BamHI pour 
donner le plasmide pRDOOl. pRDOOl a 6t6 diger6 par PstI et 
les fragments Pstl-PstI 2,8 kpb et 5,7 kpb ont et6 clones 
dans le plasmide pBR322 digere par PstI pour donner 
respectivement les plasmides pRD006 et pRD007 (Figure 1). 

pRDOOl a 6te digerS par Xhol et le fragment Xhol- 
Xhol 3,5 kpb a ete clone dans le vecteur pBluescript KS+ 
pour donner le plasmide pRD015 (Figure 2). Le plasmide 
pRD006 a 6te dig6re par Sad et PstI pour isoler le 
fragment SacI-PstI de 340 pb (fragment A). Une PCR a ete 
r^alisee avec les oligonucleotides RD045 (SEQ ID No. 1 :5' 
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TGCTGGTACCGTCGACAAGCTTGGATCCGTGCAGATAACACGTACTGGC 3 ' ) et 
pBR Pst- (SEQ ID No. 2 : 5' CATGTAACTCGCCTTGATC 3') et la 
matrice pRD007 pour amplifier la region 3' du gene gD 
(positions 6491 a 6980 sur la sequence HVT Us (Zelnik V. et 
al., J. Gen. Virol. 1993, 74, 2151-2162 incorporS ici par 
reference)) • Le fragment PCR de 560 pb a 6t6 ensuite dig6r6 
par PstI et Kpnl pour isoler un fragment B Pstl-Kpnl de 
520 pb. Les fragments A et B ont 6te clones dans le vecteur 
pBS-SK+ prgalablement dig§re par SacI et Kpnl pour donner 
le plasmide pRD022 (Figure 3), comprenant le gene gD 
d^pourvu d'une partie 5'. 

Le plasmide pRD022 a et6 digere par BamHI et 
SacI pour isoler le fragment BamHI-SacI de 850 pb 
(fragment C) . Dne PCR a 6t6 r6alisee avec les 
oligonucleotides RD050 ( SEQ ID No . 3 : 5 ' 
TGCTGAATTCGCGGCCGCATGATTATTGTCACCACTTC GAAGATGGC 3 ' ) et 
HVT40M1 (SEQ ID No. 4 : 5' GTCCCCGTTGACAACTACTA 3') et la 
matrice pRD006 pour amplifier la region 5' du g6ne gD 
(positions 5747 & 6286 sur la sequence HVT Us (Zelnik V. et 
al., J- Gen. Virol. 1993, 74, 2151-2162)h Le fragment PCR 
de 560 pb a €te diger<§ par EcoRI et SacI pour isoler un 
fragment D EcoRI-SacI de 420 pb. Les fragments C et D ont 
et§ clones dans un vecteur pBS-SK+ modi fie, ne comportant 
plus les sites Xbal et Spel (pBS-SK+ dig6re par Xbal et 
Spel , puis ligature ), dig6r§ par EcoRI et BamHI pour 
donner le plasmide pRD030 (Figure 4), comprenant le gdne 
gD. 

Le plasmide pRD030 a 6te dig£r6 par Not I pour 
isoler le fragment Notl-NotI de 1250 pb. Ce fragment a 6te 
clone dans le vecteur pCMV/3 (CLONTECH Laboratories, Palo 
Alto, CA) diger6 par NotI pour 1' insertion du gSne gD a la 
plac de LacZ, ce qui donne le plasmide pRD031 (4944 pb) 
contenant le g£ne HVT-gD sous le controle du promoteur HCMV 
IE (Figure 5). 
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Le plasmide pRD031 a et6 digerg d'une part par 
EcoRI et BstBI et d' autre part par BstBI et BamHI pour 
isoler respectivement le fragment EcoRl-BstBI de 800 pb et 
le fragment BstBI— BamHI de 1250 pb. Ces deux fragments ont 
6t€ clones dans le vecteur pBS-SK+ digerS par EcoRI et 
BamHI pour donner le plasmide pRD040 (Figure 6) comprenant 
le promoteur HCMV et gD dans le vecteur SK+. 

Le plasmide pRD015 a 6t6 digerS par Kpnl et BstBI 
pour isoler un fragment KpnI-BstBI de 2100 pb. Ce fragment 
a 6te clon§ dans le vecteur pBS-KS+ digere par Kpnl et Clal 
pour donner le plasmide pRD033 (5024 pb). Le plasmide 
PRD040 a 6te digere par EcoRI et Spel pour isoler le 
fragment EcoRI-Spel de 2000 pb. Ce fragment a 6t6 clone 
dans le plasmide pRD033 digerg par EcoRI et Xbal pour 
donner le plasmide pRD041 (Figure 7) comprenant gD, le 
promoteur HCMV et la region 5' flanquante. 

Le plasmide pSV0 (CLONTECH Laboratories, Palo 
Alto, CA) a 6t6 digere par EcoRI et Hindlll pour isoler le 
fragment EcoRI-HindHI de 4300 pb. Ce fragment a 6t6 clon6 
dans le plasmide pRD041 diger6 par EcoRI et Hindlll pour 
donner le plasmide pRD043 (11306 pb) (Figure 8) comprenant 
en plus par rapport au pRD041, le gene LacZ et son 
promoteur SV40. 

Le plasmide pRD053 permet a la fois de remplacer 
le promoteur naturel de gD par le promoteur HCMV IE et 
d'introduire, par recombinaison homologue en utilisant le 
bras 5' correspondant au fragment allant des bases 2152 a 
4245 (Zelnik 1993 - supra) (fragment correspondant a la 
plus grande partie du gene sORF-3, au gene US2 et au dSbut 
du gene DS3) et le bras 3' allant des positions 5747 (A de 
l'ATG du gene gD) a 6980 (ce qui correspond au gene gD et 
au polyA). 

On comprend que, au lieu d'apporter le gene LacZ, 
on pourrait tout a fait aussi facilement apporter un gene 



WO 95/29248 



PCT/FR95/00502 



20 

codant pour un antigene d'interet. 

Exemple 3 : Construction du plasmide pRD053 
(cassette CMV-gD dans TK) 

Le fragment HVT BamHI B (Igarashi T. et al., 
Virology. 1987 # 157, 351-358) contenant le gene TK a 6t6 
clone dans le vecteur pBR322 pour donner le plasmide pBamB. 
Le plasmide pBamB a 6te diger6 par Hindlll pour isoler le 
fragment Hindlll-Hindlll de 3200 pb. Ce fragment a 6t# 
clone dans le vecteur pBS-SK+ digere par Hindlll pour 
donner le plasmide pRD046 (Figure 9). Le plasmide pRD046 a 
ete diger6 par Sail, repar6 avec la polymerase Klenow puis 
digere par SacI pour isoler le fragment SalI(K)-SacI de 
3200 pb. Ce fragment a ensuite ete ligature avec le vecteur 
PUC18 prealablement diger6 par Hindi I et SacI pour donner 
le plasmide pRD049 (5943 pb). Le plasmide pRD049 a alors 
ete digere par Drain (site unique sur pRD049), 
dephosphoryle par 1 'action de la phosphatase alcaline, et 
ligature avec un oligonucleotide synthetique double brin 
obtenu par hybridation des deux oligonucleotides suivants : 
RD053 SEQ ID No 5:5' GTGGTACCATAGTCGACACCCT 3' 
RD054 SEQ ID No 6:5' GTGTCGACTATGGTACCACAGG 3' 

Le plasmide ainsi obtenu a 6te appele pRD051 
(Figure 9). Ce plasmide a 6te digere par Kpnl et Sail pour 
isoler le fragment KpnI-Sall de 5960 pb (fragment A). Le 
plasmide pRD040 (voir exemple 1) a 6te diger€ par Kpnl et 
BstBI pour isoler le fragment Kpnl-HCMV IE- ATG-BstBI de 
800 pb (fragment B). Le plasmide pRD031 a 6te diger# par 
BstBI et Sail pour isoler le fragment BstBI-HVT gD-Sall de 
1450 pb (fragment C). Les fragments A, B et C ont ensuite 
€t€ ligatures ensemble pour donner le plasmide pRD053 
(Figure 11) comprenant la cassette de gD inseree dans TK. 

Ce plasmide permet 1' introduction de cette 
cassette gD dans le gene TK par recombinaison homologue en 
utilisant des bras flanguants 5' et 3' respectivement 
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homologues des regions en amont du site Drain du gene TK 
(fragment Hindlll-Dralll de 520 pb) et en aval du site 

Drain du gene TK (fragment Dralll-Hindlll de 2650 pb) . 

Cette insertion conduit a l'inactivation de TK. 

Ce plasmide est linearise par Seal avant la 

cotransfection avec l'ADN viral d'HVT. 

Exemple 4 : Isolement et purification du virus 
recombinant VHVT004 

L'ADN viral utilise pour les experiences de 
transfection a 6te prepare selon la technique decrite par 
Robin Morgan (Morgan R. w. et al., Avian Diseases , 1990, 
34, 345-351 incorpore ici par reference). Le plasmide 
PRD043 a ete digerg par Kpnl pour linearisation, puis 
extrait avec un melange phenol/chloroforme (19:1), 
precipite avec de l'6thanol absolu, et repris dans de l'eau 
sterile . 

Des cellules CEPs primaires de 24 heures ont 6t6 
transfectees avec le melange suivant: 5 ug d'ADN viral+ l*ig 
du plasmide pRD043 linearise dans 300 ul de milieu OptiMEM 
(Gibco) et 100 ug de Lipofectamine (Gibco BRL Ref. 18324- 
012) dans 300 ul de milieu (volume final du melange = 600 
1*1). Ces 600 ul ont 6t§ ensuite dilues dans 3 ml (volume 
final) de milieu et Stales sur 3.10* CEPs. Le melange est 
laisse 5 heures en contact avec les cellules, puis ^limine 
et remplacfi par 5 ml de milieu de culture. Les cellules 
sont alors laissees en culture 3 jours a 37. C, puis elles 
sont pronasees, m^langees a des CEPs secondaires fraiches 
(melange 3:1), et r66talees sur boltes de Petri jusqu'a 
apparition d'un effet cytopathique (ECP). Le tapis 
cellulaire est alors pronase et sert d' inoculum (a raison 
de l plage par bolte) pour des boites de 60 mm (contenant 
2.10 CEPs secondaires). Trois jours apres 1 'inoculation, 
une couche d'agar est coulee sur le tapis cellulaire. 24 
heures plus tard, une surcouche d'agar contenant de l'X-Gal 
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(500 uq par ml final) st coulee. Trois heures apres, une 
coloration bleue intense se developpe au niveau des plages 
contenant les virus recombinants. Chaque plage bleue est 
alors repiquee individuellement pour amplification dans une 
cupule d'une plague 96 puits. A 1 'apparition d'un ECP, la 
cupule est pronasee et sert d' inoculum pour une nouvelle 
boite 60 mm. La selection des plages recombinantes et 
1' estimation du pourcentage de purification de ces plaques 
se.font comme precedemraent par coloration X-Gal des plages 
sous agar. En general, 4 cycles d'isolements successifs 
suffisent pour obtenir des virus recombinants dont la 
totality de la progenie presente la coloration bleue. 
Chaque plage individuelle purifiee a 100 % est alors 
caracterisee au niveau moleculaire par les techniques PCR 
et de Southern blot en utilisant les oligonucleotides et 
les sondes d'ADN appropries. 

Un clone pur a 100% et presentant les caracteres 
du recombinant attendu a 6t6 isole et designe VHVT004. Ce 
virus contient une cassette SV40-LacZ inseree entre les 
genes US2 et gD ainsi que le promoteur HCMV IE place 
directement en amont du gene gD et contrdlant ainsi ce gene 
dans son site d'origine. Ce virus est done delete de US3, 
qui est le site d' insertion. 

Exemple 5 : Isolement et purification du virus recombinant 
VHVT005 (TK-) 

L'ADN g^nomique du virus HVT utilise pour les 
experiences de transfection a ete prepare comme 
precSdemment (Morgan R. et al., Avian Diseases, 1990, 34, 
345-351). Les transf ections ont 6t6 realisees avec . le 
plasmide pRD053 linearis^ par Seal comme decrit dans 
1 'exemple 3. Apres 3 jours de culture, les cellules sont 
pronasees, melang^es a des CEPs secondaires fraiches et 
r«§i§talees sur boites de Petri. A 1 'apparition d'un ECP, le 
tapis cellulaire est pronase, et sert d 'inoculum pour des 
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boites de Petri de 60 nun. La culture est alors effectuee 
avec un milieu de culture contenant de la 1-/5-D- 
arabinofuranosyl-thymine (ara T) (Sigma) a la concentration 
finale de 100 /ig/ml de milieu de culture. L'ara T inhibe la 
replication des virus HVT TK+ et seuls les mutants naturels 
TK- ou les recombinants TK- peuvent se repliquer en 
presence d'ara T. Trois jours apres 1 'infection, une couche 
d'agar est coulee sur le tapis cellulaire. 24 heures apres, 
les plages virales presentes sur le tapis cellulaire sont 
repiquees individuellement dans des cupules d'une plaque 96 
puits. La culture de ces plages se fait en presence d'araT 
dans le milieu de culture. A 1' apparition d'un ECP, les 
cupules sont pronasees, des dilutions des cupules infectees 
sont 6talees sur des boites de Petri, et un nouveau cycle 
de culture sous agar est effectug comme prec6demment . Apres 
deux cycles de culture en presence d'araT, la culture peut 
§tre effectuee en milieu normal. Quatre cycles 
d'isolement/purification sont suffisants pour obtenir des 
clones recombinants purs a 100 % pour le caractere TK-. Ces 
clones sont alors caracterises au niveau moleculaire avec 
les techniques habituelles de la biologie moleculaire (PCR, 
Southern blot, etc.). 

Un clone pur a 100% et presentant les caracteres 
du recombinant attendu a 6t£ isole et designs vHVT005.Ce 
virus contient le gene gD sous le controle du promoteur 
HCMV IE dans le gene TK, lequel est done inactive. 



FEUILLE RECTIFIEE (RE6LE 91) 
ISA/EP 



WO 95/29248 



PCT/FR95/00502 



24 



10 



15 



20 



25 



30 



RE VEND I CAT I ONS 

1- Herpesvirus naturellement deficient en gD, 
transform^ pour exprimer une glycoproteine gD au cours de 
sa replication in vitro. 

2- Herpesvirus selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'un herpesvirus comprenant 
naturellement un gene gD qui n'est pas exprime in vitro, 
tel que le virus MDV, serotypes 1, 2 et 3. 

3- Herpesvirus selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'un herpesvirus ne 
comportant pas naturellement de gene gD, tel que le virus 
VZV. 

4- Herpesvirus selon la revendication 2, 
caracterise en ce que le gene gD du virus est place sous le 
contrdle d'un promoteur autre que le promoteur naturel de 
ce gene et apte a induire 1' expression du gene gD in vitro. 

5- Herpesvirus selon la revendication 2 ou 3, 
caracterise en ce que le virus comprend une cassette 
d' expression comportant un gene gD place sous le contrdle 
d'un promoteur permettant son expression lors de la 
replication du virus in vitro. 

6- Herpesvirus selon la revendication 5, 
caracterise en ce que le promoteur inclus dans la cassette 
est different du promoteur naturel du gene gD qui est 
insere ou est ce promoteur naturel dans la mesure ou ce 
gene gD insere est issu d ' un virus 1 ' exprimant 
naturellement . 

7- Herpesvirus selon la revendication 5 ou 6, 
caracteris' en ce que la cassette d' expression est ins<§r£e 
dans un site non essentiel pour la replication du virus et 
pour l'efficacite du virus h tit re du vaccin. 

8- Herpesvirus selon la revendication 7, 
caracterise en ce que, pour MDV serotypes 1, 2 et 3, le 
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site d' insertion est choisi panni le groupe consistant en : 
US2, US3, US10, gl, gD, TK, DL13- 

9- Herpesvirus selon la revendication 7, 
caracterise en ce que, pour VZV, le site d' insertion est 
choisi panni le groupe consistant en: TK, US3 , gl, gE, gC 
et region intergenique US3-gI. 

10- Herpesvirus selon 1'une quelconque des 
revendications 4 i 9, caracterise en ce que le promoteur 
integre pour assurer 1 # expression in vitro d'un gene gD est 
un promoteur fort, tel que le promoteur HCMV IE ou le 
promoteur SV40. 

11" Herpesvirus choisi parmi le groupe consistant 
en MDV serotypes 1, 2 et 3 et VZV, exprimant une 
glycoproteine gD au cours de sa replication in vitro. 

12- Herpesvirus selon l'une quelconque des 
revendications 1 i 11, caracterise en ce qu'il comprend en 
outre au moins un gene heterologue codant pour un antigene 
d'interet, insere dans son genome de maniere que ce gene 
puisse s'exprimer in vivo. 

13- Herpesvirus selon la revendication 12, 
caracterise en ce qu'il comprend une cassette d' expression 
comprenant un gene gD et le gene heterologue, chacun avec 
leur promoteur propre, inseree dans un site non essentiel. 

14- Vaccin comprenant un virus vivant selon l'une 
quelconque des revendications 1 Sl 13. 

15- Vaccin selon la revendication 14, caracterise 
en ce qu'il est utilisable par les voies parent erale, orale 
ou aerienne. 

16- Vaccin selon la~ revendication 14 ou 15 
caracterise en ce qu'il est sous forme lyophilisee ou 
congeiee. 

17- Procede de culture d' herpesvirus 
naturellement deficient en gD, dans lequel on cultive sur 
cellules le virus qui a ete transforme pour exprimer la 
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glycoproteine gD, puis l'on recueille les virions produits 
dans le surnageant de culture. 

18- Proc€d€ selon la revendication 17, 
caracterise en ce que 1'on cultive un herpesvirus selon 
1'une quelcongue des revendications 1 d 13. 

19- Culture d' herpesvirus, notamment aviaire, tel 
que MDV serotypes 1, 2 et 3, susceptible d'etre obtenue par 
le procede selon la^ revendication-, 17 ou 18. 

20. Culture d' herpesvirus MDV serotype 1, 2, 3 ou 
VZV, comprenant le virus sous forme de virions libres. 

21 - Procede de production d'un vaccin vivant, 
caracterise en ce que l'on cultive sur cellules un 
herpesvirus naturellement deficient en gD, qui a ete 
transf orme pour exprimer gD lors de sa replication in vitro 
et eventuellement transforms pour exprimer in vivo au moins 
un autre gene heterologue codant pour un immunogene 
vaccinal . 

22 - Proc6d6 selon l'une quelconque des 
revendications 17, 18 et 21, caracterisee en ce que l'on 
cultive un virus MDV du serotype 1, 2 ou 3 ou le virus VZV. 

23 - Herpesvirus MDV serotype 1, 2 ou 3 ou VZV 
exprimant gD au cours de sa replication in vivo raeme en 
dehors des follicules plumeux. 
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Ralson: La revendl cation 23 concerne en partle un virus de la varlcelle 
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